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RESUMEN 

 

El presente trabajo de investigación tuvo como objetivo evaluar la fermentación ácido láctica 

en materia fecal simulada utilizando Lactobacillus casei ATTC 393. Se elaboraron heces fecales 

simuladas de acuerdo con las formulaciones revisadas, las cuales fueron adaptadas a 

condiciones de laboratorio. Se utilizó un grupo control y tres grupos de estudio, cada uno 

compuesto con material fecal simulado inoculado con Escherichia coli ATTC 25922, melaza al 

15% y Lactobacillus casei al 0, 5, 10 y 20% respectivamente. Se realizó la fermentación acido 

láctica durante 10 días, se evaluó el pH, el porcentaje de acidez (ácido láctico diariamente y el 

crecimiento de Escherichia coli y Lactobacillus casei cada 3 días.  



Los resultados demostraron que el pH disminuyó, la producción de ácido láctico fue mayor al 

3% y el crecimiento de Escherichia coli fue inhibido totalmente a partir del día 5. Se observó 

que entre el grupo 2 (Lactobacillus casei al 10%) y el grupo 3 (Lactobacillus casei al 20%) la 

producción de ácido láctico no tuvo diferencia significativa, mientras que el grupo 1 

(Lactobacillus casei al 5%) tuvo una menor producción de este. Se concluye que la 

fermentación acido láctica utilizando Lactobacillus casei fue efectiva para producir ácido e 

inhibir el crecimiento de Escherichia coli en el material fecal simulado.  

Palabras claves: Ácido láctico, fermentación, Lactobacillus casei, Escherichia coli, pH, 

material fecal simulado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

The objective of this research work was to evaluate the efficiency of lactic acid fermentation in 

simulated fecal matter using Lactobacillus casei ATTC 393. Simulated feces were prepared 

according to the revised formulations, which were adapted to laboratory conditions. A control 

group and three study groups were used, each one composed of simulated fecal material 

inoculated with Escherichia coli ATTC 25922, molasses at 15% and Lactobacillus casei at 0, 

5, 10 and 20% respectively. Lactic acid fermentation was carried out for 10 days, the pH, the 

percentage of acidity (lactic acid) were evaluated daily and the growth of Escherichia coli and 

Lactobacillus casei every 3 days. 



Results showed that the pH decreased, the production of lactic acid was greater than 3% and 

the growth of E. coli was totally inhibited from day 5. It was observed that between group 2 

(Lactobacillus casei at 10%) and group 3 (Lactobacillus casei at 20%) lactic acid production 

had no significant difference, while group 1 (Lactobacillus casei at 5%) had a lower production 

of it. In conclusion, lactic acid fermentation using Lactobacillus casei was effective in 

producing acid and inhibiting the growth of Escherichia coli in the simulated fecal material. 

Keywords: Lactic acid, fermentation, Lactobacillus casei, Escherichia coli, pH, simulated 

fecal material. 
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INTRODUCCIÓN 

Hoy en día millones de personas continúan pasando por grandes dificultades para tener acceso 

a los servicios elementales como el uso indispensable del agua, saneamiento e higiene. Los 

sistemas de saneamiento in situ, como las letrinas de pozo, tanques sépticos , pozos de 

lixiviación se utilizan ampliamente en todo el mundo, algunas veces utilizadas como soluciones 

temporales o como tecnología permanente, alrededor de 2700 millones de personas hacen uso 

de estos sistemas diariamente (1–3). El saneamiento convencional basado en agua tiene como 

objetivo aumentar la higiene, pero no es aplicable en todas las sociedades del mundo, debido al 

alto costo de mantenimiento y operación  (4,5). Alrededor del mundo, 6 de cada 10 personas 

no cuentan con acceso a un saneamiento seguro y al menos 892 millones siguen practicando la 

defecación al aire libre de forma antihigiénica (6). Sin embargo, la gestión deficiente del 

material fecal causa contaminación en el agua y en el suelo  (5,7). 

La exposición al material fecal no tratada debe ser considerados como un riesgo para la salud 

debido a la presencia de patógenos, que son causantes de más de 50% de muertes infantiles 

alrededor del mundo, además del impacto negativo en la salud pública que puede causar.(8–10) 

En el Perú, el 8,8% del total de la población utilizan pozo ciego o negro para la eliminación de 

las excretas, 5.4% mediante pozo séptico 1.3% utiliza el río o acequia y el 7.2% de la población 

no presenta ningún sistema para la eliminación de excretas (11). 

De la misma manera el uso de desechos humanos es un desafío debido a su alta variabilidad 

según la ingesta de alimentos en su dieta diaria, forma de vida y la ubicación geográfica por lo 

que actualmente el material fecal simulado proporciona una materia prima consistente y bien 

caracterizada con el fin de reducir problemas de salud y seguridad (12,13). 

Como parte de la prevención de contaminación ambiental y para el bienestar de personas de 

países de bajos recurso es importante la eliminación segura de desechos humanos (14). 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/septic-tank


Las Naciones Unidas propuso la agenda 2030 para el desarrollo sostenible que se centra en 

buscar soluciones a problemas sociales, ambientales y culturales actuales. Además, desarrolla 

soluciones que se presenten como oportunidad de mejora para los países y sus sociedades con 

el fin de mejorar la vida de todos.  Esta agenda cuenta con 17 Objetivos de Desarrollo 

Sostenible, donde el sexto trata sobre el agua limpia y saneamiento, por lo que el presente 

proyecto busca generar conocimientos que permitan alcanzar una solución sustentable respecto 

a la mejora de gestión de desechos orgánicos en las personas (7). 

Existen varios métodos que tratan las heces fecales como la utilización del amoniaco, levadura 

y cal y fermentación de ácido láctico, con el propósito de reducir la contaminación fecal, los 

diversos tratamientos difieren en eficacia, como el uso de cal requiere adiciones de cantidades 

de cal cada cierto tiempo, el uso de amoniaco causa preocupación en el olor que produce y el 

rebrote de patógenos (1,15). Las heces fecales naturalmente son un fertilizante natural, debido 

su composición. Sin embargo, presenta altas concentraciones de patógenos, como coliformes 

fecales, huevos helmintos, Escherichia coli, salmonella, estreptococos fecales entre otras 

bacterias (16,17).  

El tratamiento de materia fecal mediante la fermentación permitirá minimizar riesgos 

ambientales, un adecuado manejo de estos residuos puede ser aprovechado en distintos campos, 

como fertilizantes a nivel agrícola. 

La fermentación ácido láctica actualmente es un método de bajo, costo, factible para lograr una 

acidificación e inhibir las bacterias, existen distintos estudios usando bacteria acido lácticas 

como el Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus extraídas de 

distintas materias primas como el arroz y la yuca usadas para desinfectar lodos fecales.  

 

 



La capacidad antimicrobiana se da al disminuir el pH intracelular de los patógenos (18–20). En 

el presente trabajo se propone realizar una fermentación ácido láctica utilizando Lactobacillus 

casei ATTC 393 en heces simuladas conteniendo Escherichia coli ATCC 25922 como 

organismo patógeno indicador. Los resultados beneficiarían en el tratamiento de materia fecal 

en baños de saneamiento in situ, utilizando L. casei para poder lograr una fermentación ácido 

láctica en materia fecal para que pueda puede eliminar patógenos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



HIPÓTESIS 

 

Dada la existencia de investigaciones que utilizan procesos fermentativos, es probable, que la 

fermentación ácido láctica utilizando Lactobacillus casei pueda ser efectiva en el tratamiento 

de materia fecal simulada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la fermentación ácido láctica en materia fecal simulada utilizando Lactobacillus 

casei. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

1. Formular y elaboración la composición para la elaboración de materia fecal simulada. 

2. Evaluar la producción de ácido láctico en materia fecal simulada utilizando distintas 

concentraciones de Lactobacillus casei ATTC 393. 

3. Evaluar el comportamiento de Escherichia coli durante el proceso de fermentación de 

la materia fecal simulada a distintas concentraciones de Lactobacillus casei 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VARIABLES E INDICADORES 

 

Tabla 1. Variables e indicadores 

Variables  Indicadores 

Tratamiento de materia fecal 

simulada 
 Concentración de Lactobacillus casei 

Variables dependientes Indicadores 

Fermentación ácido-láctica 

 Concentración de ácido láctico 

 Inhibición del crecimiento de Escherichia coli 

 Crecimiento de Lactobacillus casei. 
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CAPÍTULO I 
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1. MARCO TEÓRICO 

1.1. Heces fecales 

Los valores promedio del material fecal húmedo producido por una persona sana 

oscila entre 128 g/día y 250 g/día y la frecuencia de defecación es de 1,20 

defecaciones por día de acuerdo con un estudio realizado por Rose et. al(13). La 

variación de sus características químicas y físicas están relacionadas con la dieta 

y salud de la persona (21) 

1.1.1. Composición de heces fecales  

Las heces fecales están compuestas de proteínas, grasas, fibra, biomasa 

bacteriana, materiales inorgánicos y carbohidratos. Los elementos 

principales en las heces fecales húmedas son oxígeno, hidrógeno, carbono 

y nitrógeno al 74%, 10% 5% y 0.7% respectivamente.  

La fracción orgánica está compuesta por 84 – 93% del material sólido seco 

de las heces fecales, donde el 25 a 54 % es la biomasa bacteriana, siendo 

el elemento principal de esta fracción, en su mayoría representados por 

Escherichia coli. El restante de esta fracción está compuesto por 

carbohidratos, fibras, proteínas y grasas no digeridos. La fracción 

inorgánica pertenece al 2,25 % del peso húmedo de la materia fecal y 9,02 

% del peso seco y se compone de los sólidos restantes como fosfatos de 

calcio y hierro, secreciones del intestino y cantidad reducida de 

componentes secos provenientes de los jugos gástricos (14,21). 

El pH se encuentra entre valores de 5.3 a 7.5.  La producción de gas de las 

heces humanas se sitúa en 0,02–0,28/kg de heces húmedas (13,22).  
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El material fecal también tiene diferentes estructuras físicas introducidas 

como “Escala de heces de Bristol" por Lewis y Heaton (23,24) donde la 

clasifican en 7 tipos, siendo tipo 1 (bultos duros) hasta el tipo 7 (diarrea 

acuosa), además tipos los 3 y 4 (salchicha dura y grumosa) se clasificarían 

como formas de heces normales, estas formas y características se muestran 

en la Tabla 2. 

1.1.1. Heces fecales simuladas 

El uso de heces fecales reales es una tarea desafiante debido a su alta 

variabilidad según la ingesta de alimentos en su dieta diaria, forma de vida 

y la ubicación geográfica, factores que dificultan la ejecución de 

experimentos repetibles.  

Además, las heces humanas también liberan olores desagradables debido 

a su carga bacteriana y otros patógenos humanos que pueden desarrollar 

masivamente en las heces durante el almacenamiento. Las heces simuladas 

pueden proporcionar un material reproducible de manera consistente y 

aliviar estos desafíos. La mayoría de los estudios individuales buscaron 

desarrollar un material simulante representativo de propiedades físicas, 

químicas (8,25). 

 Las heces fecales simuladas deben tener una composición química como 

se muestra en la Tabla 3. La literatura presenta diversas formulaciones que 

representen composición química, consistencia y el poder de retener agua 

de las heces humanas.  

Es posible que un simulador sea el mejor para estudiar la tecnología de 

deshidratación, mientras que otro sea más representativo para estudiar la 

destrucción pirolítica de las heces. (14,22,25). 
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Tabla 2. Escala de heces de Bristol 

 

Fuente: Lewis y Heaton ((24) 

El uso de patógenos entéricos humanos como organismos indicadores 

bacterianos son utilizados para optimizar las tecnologías de reducción, 

entre este grupo se encuentran los coliformes totales, enterococos, 

Escherichia coli, Salmonella spp., Proteus mirabilis, siendo el grupo de 

coliformes y Escherichia coli el grupo utilizad como indicador de 

contaminación y asociado históricamente con problemas de salud pública 

(19,26,27). 

 Tipo Características Interpretación 

 

1 
Trozos duros separados, 

que pasan con dificultad. 
Estreñimiento 

 

2 
Como salchicha compuesta 

con fragmentos. 

Estreñimiento 

ligero 

 

3 
Con forma de morcilla con 

grietas en la superficie. 
Normal 

 

4 
Como una salchicha o 

serpiente, lisa y blanda. 
Normal 

 

5 
Trozos de masa pastosa 

con bordes irregulares. 
Falta de fibra 

 

6 
Fragmentos pastosos, con 

bode irregulares. 
Diarrea ligera 

 

7 
Acuosa, totalmente 

líquida. 
Diarrea 
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Tabla 3. Principales componentes de las heces humanas (25) 

 

 

 

 

 

 

f 

1.1.2. Escherichia coli  

Los métodos de detección de patógenos son importantes para minimizar 

riesgos en la salud pública y son utilizados comúnmente para vigilar, 

evaluar el tratamiento que se utilice y la investigación.  

Las heces fecales frescas contienen grandes cantidades de patógenos y 

varios organismos facultativos, los cuales son dañinos para los 

humanos (18). 

En el microbiota natural del estómago en humanos, así como en animales 

homeotermos, llamados así a los animales de sangre caliente, se encuentra 

el grupo de coliformes, dentro de ellas está las bacterias anaerobias 

facultativas intestinales como es la Escherichia coli ocupa el mayor 

porcentaje.  

Las características de estas bacterias se resumen en la Tabla 4. La literatura 

refiere que existe de 106 a 108 UFC/ mL de Escherichia coli en las heces 

fecales, por lo que es el principal indicador de contaminación fecal más 

utilizados (15,26,28). 

 

Componentes Cantidad 

Lípidos 5-25% 

Carbohidratos (Fibra) 10-30% 

Material nitrogenado ≤ 2-3% 

Minerales (principalmente K, Ca y P) 5-8% 

Desecho bacteriano 10-30% 
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Tabla 4. Características de Escherichia coli 

Familia  Enterobacteriaceae 

Género Echerichia 

Especie Escherichia coli 

Forma Bacilo 

Afinidad tintorial Gram negativo 

 

Es la única especie la familia Enterobacteriaceae que presenta la enzima 

ß-Dglucuronidasa (GUD), la cual es responsable de la degradación del 

sustratoAS4-metilumberiferil-ß-D-hglucurónico (MUG), para formar 4-

metilumbeliferonas. Además, lastenzima ß-D-galactosidasafg(GAL) es 

positivo a la prueba de rojoddessmetilo y son capaces de 

descarboxilarfelffácido L-glutámico,0pero no pueden desarrollarse en 

caldo de cianuro de potasio y no utiliza sólo al citrato como fuente de 

carbono (29). 

1.2. Ácido Láctico 

Es un importante ácido orgánico empleado en la elaboración de alimentos, 

fármacos, además de la industria química y biotecnológica con beneficios 

ambientales (30). El químico Carl Wilhelm Scheele fue quien descubrió el ácido 

láctico en 1780, a partir de la leche agria. Posteriormente, Pasteur descubre al 

ácido láctico capaz ser fermentado por algunos microrganismos. Y finalmente en 

apoyo a Pasteur, en 1881, Frémy produce la primera producción industrial de 

ácido láctico (31). 
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La síntesis del ácido láctico se puede dar ya sea químicamente o por 

fermentación microbiana. La síntesis química está basada en el lactonitrilo. 

La producción biotecnológica de ácido láctico mediante fermentación 

microbiana presenta mayores ventajas como la utilización de sustratos de 

bajo costo, temperaturas relativamente bajas y alta pureza  (31,32). 

La molécula de ácido láctico contiene un carbono quiral y se puede 

encontrar en dos formas isoméricas diferentes: L y D como se observa en la 

Figura 1. La proporción de cada isómero confiere diferentes propiedades 

físicas al producto final. El isómero del ácido D-láctico en dosis altas se 

considera dañino para los humanos y puede causar acidosis o 

descalcificación. Por lo tanto, el isómero del ácido L-láctico es el preferido 

por las industrias farmacéutica y alimentaria (32,33).F 

1.2.1. Fermentación ácido láctica  

La fermentación del ácido láctico es un método aplicado para la reducción 

de patógenos gracias a su efectividad, bajo costo y bajo riesgo para la 

salud. Esta fermentación produce varios ácidos que reducen el pH de las 

heces fecales y compuestos que pueden inhibir el crecimiento de 

microorganismos patógenos, por lo que ofrece una nueva alternativa de 

saneamiento de heces antes de su eliminación en baños portátiles. 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura isomérica del ácido láctico 
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La fermentación del ácido láctico se usó como tecnología de 

pretratamiento para evaluar el efecto de desinfección de las bacterias 

ácido lácticas en heces fecales (18,20). El proceso de fermentación se ve 

afectado por varios factores, como 

la temperatura, el pH, la concentración de sustrato, 

microorganismos, la composición del medio y las condiciones de 

crecimiento, que deben ajustarse a los requisitos específicos de las 

bacterias, así como a los factores que afectan la velocidad de 

fermentación (34,35). 

Además, la capacidad del ácido láctico para suprimir patógenos se atribuye 

parcialmente al poder que tiene para penetrar la membrana citoplasmática 

de los microorganismos en la forma asociada, lo que da como resultado la 

disminución del pH intracelular de los patógenos (15,36). El uso de fuentes 

suplementarias de carbono lábil como glucosa, manos, galactosa y 

fructuosa son importantes para la mejorar de producción de ácido láctico 

(19). El procesamiento ecológico y la capacidad fermentable de muchas 

de las materias primas o subproductos agrícolas y agroindustriales, 

respectivamente, los convierte en candidatos atractivos en biotecnología 

de fermentación para producir un producto de valor agregado con 

múltiples aplicaciones (37). 

Estudios previos realizaron la fermentación ácido láctica (LAF) tanto   en 

orina como en materia fecal, lodos sépticos y desinfección de terra Preta, 

logrando la reducción de patógenos a distintos tiempos y usando distintas 

concentraciones. (15,18,20,38). 
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1.2.2. Bacterias acido lácticas: Lactobacillus casei 

Las bacterias del ácido láctico son microorganismos ampliamente 

utilizados en la industria debido importancia en numerosas aplicaciones en 

la industria. Son grampositivas, microaerófilos y catalasa negativo, no son 

móviles, tienen bacilos y cocos que no forman esporas, también, son 

anaerobios facultativos, por lo que no utilizan oxígeno para la producción 

de energía, pero pueden crecer en presencia de oxígeno. 

Además de tener bajo contenido de guanina y citocina, así mismo presenta 

tolerancia a la acidez debido a lugares naturales de procedencia como el 

pH bajo del estómago. Habitualmente se encuentran presentes en el 

sistema digestivo y la vagina (33,34,39).  

Las bacterias ácido lácticas son capaces de convertir sustratos de 

carbohidratos en ácidos orgánicos y producir una amplia gama de 

metabolitos, las bacterias ácido lácticas más utilizadas se pueden observar 

en la Tabla 5, además de tener actividades metabólicas, usados como 

ingredientes de sabor, compuestos antimicrobianos, vitaminas y 

polisacáridos extracelulares (40,41).  

Los ácidos orgánicos, incluidos los ácidos propiónico, fórmico, acético y 

láctico, crean un entorno perjudicial para el desarrollo de microorganismos 

patógenos y de descomposición. Se dividen generalmente en dos 

categorías bacterias homofermentativa y heterofermentativa, según su 

metabolismo.  

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/carboxylic-acid
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Tabla 5. Lista de bacterias ácido lácticas más utilizadas 

 

 

 

 

 

 

El género Lactobacillus fue propuesto por Beijerinck en 1901 e incluye 

microorganismos grampositivos, fermentadores, anaerobios facultativos y 

no formadores de esporas, la mayoría de este género producen la forma 

isomérica del ácido láctica. Algunas de estas especies son usadas en las 

industrias lácteas como la producción del yogurt y otras son usadas como 

para la fermentación, su taxonomía esta descrita en la Tabla 6 (42) 

Tabla 6. Taxonomía del grupo de Lactobacillus 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bifidobacterium, 

Lacticaseibacillus rhamnosus 

Lactobacillus delbrueckii 

Lactobacillus acidophilus 

Lactobacillus helveticus 

Lactiplantibacillus plantarum 

Lacticaseibacillus casei 

Filo Firmicutes 

Clase Bacilli 

Orden Lactobacillales 

Familia Lactobacillaceae 

Género 

- Lactobacillus 

- Paralactobacillus 

- Pediococcus 

https://doi.org/10.1601/nm.3874
https://doi.org/10.1601/nm.5318
https://doi.org/10.1601/nm.5319
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Las bacterias ácido lácticas que utilizan la vía homofermentativa producen 

dos lactatos a partir de una molécula de glucosa, obteniendo ácido láctico 

como único producto del proceso. 

Mientras que en el proceso de heterofermentación, una molécula de 

glucosa se convierte en etanol y ácido láctico, además de formar otros 

productos como ácido acético, etanol, CO2. Por lo tanto, ambas producen 

principalmente ácido láctico, pero la fermentación heterofermentativa 

forma algunos subproductos (43–46). En caso del Lactobacillus casei es 

una bacteria homofermentativa como se presenta en la Tabla 7.  

Tabla 7. Lactobacillus casei según el proceso de fermentación (43). 

1.2.2.1. Vía homofermentativa 

En esta vía el carbohidrato glucosa se metaboliza mediante la vía de 

Embden-Meyerhof-Parnas, por un proceso llamado glucólisis, el cual tiene 

como producto final al ácido láctico ( Figura 2), donde una la glucosa 

produce dos moléculas de ácido láctico, que son más de 0,90 g/g. Además, 

la conversión de piruvato a ácido láctico por lactato 

deshidrogenasa (LDH) requiere NADH/H+ citosólico (46). 

1.2.2.2. Vía heterofermentativa  

Compuesta por bacterias obligadas o facultativas, a partir de una molécula 

de glucosa producen ácido láctico, etanol y dióxido de carbono (Figura 

3). Las bacterias ácido lácticas heterofermentadoras obligadas fermentan 

azúcares a través de la vía del ácido 6-fosfoglucónico/fosfocetolasa.  

Género / Especie Homofermentativa Heterofermentativa 

Configuración de ácido 

láctico producido 

Lactobacillus casei + - L(+) 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/glycolysis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lactate-dehydrogenase
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lactate-dehydrogenase
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Figura 2. Vía homofermentativa por bacterias ácido lácticas 

 

Figura 3. Vía heterofermentativa de bacterias ácido lácticas 

h 

h 
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El primer paso en la descomposición de la glucosa mediante la vía 

de las pentosas fosfato conduce a gliceraldehído-3-fosfato, acetil 

fosfato y dióxido de carbono. 

El gliceraldehído-3-fosfato entra en la vía glucolítica, mediante la 

cual es transformada en ácido láctico; sin embargo, el fosfato de 

acetilo se convierte en ácido acético y/o etanol (la glucosa produce 

ácido láctico, dióxido de carbono y etanol y el ATP o glucosa 

produce ácido láctico, dióxido de carbono y acetato y 2 ATP y 2 

NADH). Algunas de las bacterias ácido lácticas heterefermentadoras 

obligadas se muestran en la Tabla 8 (46). 

 

Tabla 8. Bacterias ácido lácticas heterofermentativas obligadas(46). 

BAL heterofermentativas 

Levilactobacillus brevis 

Limosilactobacillus fermentum 

Lactobacillus parabuchneri 

Limosilactobacillus reuteri 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. LUGAR DE EJECUCIÓN 

Laboratorio de Investigación de Agua y Medio Ambiente (Universidad Tecnológica 

del Perú - Arequipa) 

2.2.  MATERIALES 

2.2.1. Material biológico 

 Lactobacillus casei ATCC 393 

 Escherichia coli. ATCC 25922 

2.2.2. Insumos 

 Agar Lactobacillus Man Rogosa Sharpe (MRS), HIMEDIA 

 Agar Mac Conkey w/CV, NaCl y 0.15% Sales bilis, HIMEDIA 

 Agar Nutritivo (APHA, ISO), Scharlau 

 Agua destilada  

 Agua peptonada tamponada (ISO), Scharlau 

 Cáscara de psyllium, Salud Vida  

 Celulosa microcristalina, Insuquímica 

 MC- Media Pad Escherichia coli Coliformes, Merck 

 Melaza, Agriminilla  

2.2.3. Reactivos químicos 

 Ácido oleico, Sigma Aldrich 

 Cloruro de Bario, SowTest 

 Cloruro de Sodio AR, CDH 

 Cloruro de Potasio P.A., Merck 
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 Hidróxido de Sodio A.C.S., Spectrum 

 Ftalato de Potasio, Sigma Aldrich 

 Fenolftaleína pH indicador, CDH 

 Peróxido de hidrógeno, Laboratorio Alkofarma 

2.2.4. Materiales de laboratorio (vidrio, porcelana, metal, etc.) 

 Baguetas  

 Beakers de 10, 50, 100 y 250 mL 

 Bureta de 10 mL 

 Matraz aforado de 10,100, 250 y 1000 mL  

 Erlenmeyers de 50, 100 y 250 mL 

 Pesas sustancias 

 Picetas 

 Placas Petri estériles 

 Propipetas 

2.2.5. Aparatos y equipos 

 Autoclave BIOBASE, BKQ-Z30I 

 Balanza analítica Metter Toledo, ME204 

 Balanza Aviator 2000OHAUS, A21P40DAR 

 Bomba al Vacío diaphragm Vacuum Pump, GM-0.50 

 Cabina de seguridad BIOBASE, FH1200 

 Contador de colonias Tecnal, CP-600/1 

 Espectofotómetro, Thermo Scientific, Genesys 150 

 Estufa BIOBASE, BOV-T70C 

 Incubadora de convección natural 55L INCUCELL, ECO line 

 Micropipetas volumétricas Witeg Germany  
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 Microscopio binocular AmScope, SME-F8BH 

 Potenciómetro OHAUS, Starter 3100M  

 Refrigerador vertical Ventus 

 Shaker DLAB, SK-O330-Pro 

 Vortex,MX-S 

2.2.6. Software  

 Minitab 19.2020.1 

2.2.7. Otros 

 Asa de Digrasky 

 Asa de Kolle  

 Espátulas  

 Mechero 

 Papel aluminio 

 Papel Kraft 

 Parafilm, Laboratory Film  

2.3. MÉTODOS  

2.3.1. FORMULACIÓN Y ELABORACIÓN DE MATERIA FECAL SIMULADA 

El uso de desechos humanos en estudios de laboratorio puede plantear problemas 

de salud, seguridad y variabilidad; por lo que se definió la composición para la 

fabricación de materia fecal simulada. 

Se revisó diferentes procedimientos en la literatura (12,22,25,47,48) y se eligió 

propuestas similares con la experimentación a realizar como investigaciones que 

utilicen material fecal simulado para tratamiento en los sistemas de saneamiento 

in situ., se modificó a condiciones de laboratorio.  
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Se utilizó una composición que tenga la cantidad suficiente de carbohidratos, 

lípidos, minerales, material nitrogenado y desecho bacteriano como se observa en 

la Tabla 3. Para este último elemento, se utilizó Escherichia coli, el cuál en las 

heces fecales reales tiene una concentración aproximada de 1.5*106 - 1.5*108 

UFC/mL, por lo que se utilizó un inóculo necesario. 

La preparación se realizó en un recipiente en el cuál primero se mezclaron los 

componentes secos. Luego se añadió ácido oleico y se homogeneizó, por último, 

se agrega lentamente agua destilada y el inóculo de Escherichia coli. El recipiente 

fue cubierto y se dejó reposar por 1.5 horas, tiempo óptimo donde el Psyllium se 

gelifica a temperatura ambiente (19). Después de ese tiempo, se verifica la 

concentración de Escherichia coli en las heces simuladas preparadas siguiendo el 

procedimiento de 2.3.3.1.   

2.3.2. EVALUACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE ÁCIDO LÁCTICO EN 

MATERIA FECAL SIMULADA UTILIZANDO DISTINTAS 

CONCENTRACIONES DE Lactobacillus casei ATTC 393. 

2.3.2.1.Manipulación y preparación de cepas bacterianas:  Escherichia coli ATTC 

25922 y Lactobacillus casei ATCC 393 

2.3.2.1.1. Preparación de medios de cultivo  

A. Agua peptonada tamponada 

Es un medio liquido no selectivo, con el fin de enriquecer el crecimiento de 

bacterias. La preparación se realizó según el proveedor Scharlau, que consistió 

en disolver 20 g del polvo en 1000 mL de agua destilada.  Se distribuye en 

recipientes y se lleva a la autoclave BIOBASE a 121°C para esterilizar durante 

15 minutos. La composición se puede observar en la Tabla 9.  
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Tabla 9. Composición del agua peptonada tamponada 

 

 

 

 

 

 

B. Agar Mac Conkey  

Este agar es utilizado para el aislar, seleccionar y diferenciar de Escherichia 

coli. que crecen de color rojo o rosado y son capaces de fermentar lactosa a 

través de la formación de un halo turbio. 

El medio se preparó siguiendo el procedimiento del fabricante HiMedia que 

consistió en pesar 51.55 g para 1000 mL de agua destilada. Después se calentó 

hasta ebullición para disolver el medio completamente. Luego se esteriliza a 

121°C en autoclave BIOBASE por 15 minutos. Se esperó a que enfríe a 45-

50 °C para finalmente se distribuye en placas Petri estériles. La composición 

del agar Mac Conkey se muestra en la Tabla 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Componentes g/L 

Peptona caseína 10.0 

Cloruro de sodio 5.0 

Fosfato de di sodio (anhidro) 3.5 

Fosfato de potasio 1.5 
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Tabla 10. Composición del Agar Mac Conkey 

Componentes g/L 

Peptona 20.0 

Lactosa 10.0 

Cloruro de sodio 5.0 

Sal de Bilis 1.5 

Rojo neutro 0.05 

Cristal violeta 0.001 

Agar 15.0 

 

C. Agar Nutritivo  

El Agar Nutritivo es un medio simple con capacidad nutritiva para reforzar el 

crecimiento de las bacterias. Fue utilizado para la replicación y manipulación 

de la bacteria Escherichia coli. Se preparó siguiendo las instrucciones del 

proveedor Scharlau, se disolvió 23 g en 1000 mL de agua destiladas, se llevó 

a ebullición. Luego, se esterilizó a 121°C en autoclave BIOBASE por 15 

minutos. Se enfrió a 45-50 °C. Finalmente, se distribuyó en placas Petri 

estériles. Los componentes del agar nutritivo se indica en la Tabla 11. 

Tabla 11. Composición del Agar Nutritivo 

 

 

 

 

 

Componentes g/L 

Peptona 5.0 

Extracto de carne 3.0 

Agar 15.0 
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D. Agar Lactobacillus Man Rogosa y Sharpe (MRS) 

Agar recomendado para todas las especies de Lactobacillus. Para la 

preparación se siguió el procedimiento recomendado por el fabricante 

HiMedia, se pesó 67.15 g para 1000 mL de agua destilada.  

Se disuelve el medio en ebullición. Se esterilizó a 121°C durante 15 minutos 

en autoclave BIOBASE, y finalmente se dispensa en placas Petri estériles a 

45-50 °C.  La composición del agar MRS se indica en la Tabla 12. 

Tabla 12. Composición del agar Lactobacillus MRS 

Componentes g/L 

Peptona proteasa 10.0 

Peptona HM 10.0 

Extracto de levadura 5.0 

Dextrosa (Glucosa) 20.0 

Tween 80 1.0 

Citrato de amonio 2.0 

Acetato de sodio 5.0 

Sulfato de magnesio  0.1 

Sulfato de manganeso 0.05 

Fosfato dipotásico hidrogenado 2.0 

Agar 12.0 
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E. MC-Media Pad Escherichia coli y Coliformes 

El MC-Media Pad EC utilizado para detectar y enumerar Escherichia coli y 

coliformes a través de sustratos cromogénicos específicos para β - 

galactosidasa y β – glucuronidasa. MC-Media Pad EC está compuesto por 

una hoja adhesiva única, un cojinete de prueba recubierta con un medio 

selectivo y un sustrato cromogénico, y un polímero de absorción de agua, y 

una película de cubierta transparente, para reconstituir automáticamente el 

medio (49). 

2.3.2.1.2. Activación de cepas bacterianas:  Escherichia coli ATTC 25922 y 

Lactobacillus casei ATCC 393 

Cada unidad contenía un gránulo liofilizado del microorganismo, una ampolla 

hidratante y un hisopo de inoculación Ambas cepas se conservaron de 2 - 8 

°C en el refrigerador vertical Ventus. Para la activación de ambas bacterias se 

siguió el procedimiento propuesto por Kwik-Stik, descrito en la Figura 4 (50), 

para la cepa de Escherichia coli ATCC 25922 (KwikStik, Microbiologics), 

se utilizó medio de cultivo Mac Conkey y medio de cultivo nutritivo; y para 

la cepa del Lactobacillus casei ATCC 393 (KwikStik, Microbiologics) en 

medio de cultivo Man Rogosa Sharpe (MRS). 

Primero se dejó a temperatura ambiente ambas bacterias liofilizadas para su 

adaptación (Figura 5A), luego se retiró las etiquetas y se las colocó en la placa 

de cultivo principal (Figura 5B). Seguidamente se apretó la parte superior de 

la ampolla Kwik-Stik con lo cual se liberó el líquido hidratante, (Figura 5C), 

luego se apretó en la parte inferior de la unidad para obtener al gránulo 

totalmente disuelto en el medio líquido (Figura 5D). 
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Figura 4. Procedimiento para activar los microorganismos KWIK-STIK 

Posteriormente, el hisopo ya se encontraba saturado de material hidratado y 

se procedió a inocular en las placas de cultivo Mac Conkey, nutritivo y MRS 

respectivamente, se sembró por estría con la finalidad de obtener colonias 

aisladas (Figura 5E). Finalmente, las placas fueron llevadas a la incubadora 

de convección natural INCUCELL a 37°C por 18-24 horas para Escherichia 

coli y por 72 horas para Lactobacillus casei (Figura 5F). 

 

 

Figura 5. Procedimiento para la activación de cepas de Escherichia coli 

ATCC 25922 Lactobacillus casei ATCC 393 (KwikStik, Microbiologics) 

Adaptar la bolsa KWIK-STIK a temperatura 
ambiente.

Retirar la etiqueta y colocarla en la placa de 
cultivo principal

Liberar el líquido hidratante, apretando la 
ampolla de la parte superior. 

Apretar el gránulo en la parte inferior. 

Inocular las placas de cultivo utilizando el 
hisopo. 

Incubar 
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2.3.2.1.3. Caracterización de las cepas  

Para mejorar la manipulación en la experimentación y evitar la contaminación 

en las placas activadas, se realizó subcultivos a partir de las placas activadas. 

Primero se colocó el material necesario en la cabina y cerca de un mechero 

Bunsen, posteriormente el asa de Kolle se esterilizó flameando el asa hasta 

alcanzar rojo incandescente y después se dejó enfriar cerca a la llama, 

seguidamente, se tomó un inóculo y se sembró por agotamiento. De igual 

forma que la activación, la cepa de Lactobacillus casei se sembró en agar 

MRS y la cepa de Escherichia coli en agar Mac Conkey y agar nutritivo. 

Finalmente, las placas fueron llevadas a la incubadora de convección natural 

INCUCELL a 37°C por 18-24 horas para Escherichia coli y por 72 horas para 

Lactobacillus casei. 

 Estas placas fueron utilizadas para la caracterización macroscópica, 

microscópicas y elaboración del material fecal simulado.  

A. Caracterización macroscópica de Escherichia coli y Lactobacillus casei 

A partir de las placas subcultivadas se realizó la descripción macroscópica de 

las colonias, de acuerdo con la forma, tamaño, color, lustre y superficie.  

B. Caracterización microscópica utilizando tinción Gram de Escherichia 

coli y Lactobacillus casei  

Las colonias individuales fueron confirmadas mediante tinción de Gram. 

Primero se realizó un frotis de la muestra, que consistió en colocar una gota 

de agua destilada en una lámina portaobjetos, seguido se tomó con un asa de 

Kolle colonias individuales y se fijó al calor usando un mechero Bunsen.  
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Después se continuó la tinción Gram que consistió en 4 pasos descrita en la 

Figura 6, en la cual el cristal violeta actuó como colorante primario, el Lugol 

actuó como fijador del colorante, el alcohol acetona utilizado para destruir la 

capa lipídica de las bacterias Gram negativas, y finalmente la safranina como 

colorante de contra tinción. (51,52).Después se observó en el microscopio a 

100X, se describió la morfología de las bacterias, color y presencia de esporas 

y flagelos (53). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Procedimiento de la tinción Gram 

 

C. Prueba de catalasa de Lactobacillus casei ATCC 393 

Para confirmar la presencia de la actividad de la catalasa para el 

microrganismo Lactobacillus casei, se tomó una colonia aislada que creció 

por 48 horas en agar MRS, se mezcla con una gota de peróxido de hidrógeno 

comercial (3% v/v).  

Finalmente, en presencia de catalasa el peróxido de hidrógeno produce 

burbujas debido a la producción de agua y oxígeno (54–56).  

Cristal Violeta (1 minuto)

•Enjuagar
Lugol (1 minuto)

•Enjuagar
Alcohol acetona (15 segundos)

•Enjuagar
Safranina (1 minuto)
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2.3.2.1.4. Elaboración de la escala McFarland 

Primero se preparó ácido sulfúrico al 1% (H2SO4) como reactivo portador del 

ion sulfato y cloruro de bario al 1% (BaCl2) como portador del ion bario. 

Seguidamente, en tubos de vidrio de tapa rosca se preparó la escala de 

McFarland utilizando la Tabla 13 para la relación de volúmenes. Se agitó en 

el vórtex MX-S durante 30 segundos. Finalmente, se midió a 600 nm en el 

espectrofotómetro Thermo Scientific. 

Tabla 13. Formulación para la elaboración de la escala de McFarland 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N°  

BaCl2 

(1%) 

H2SO4 

(1%) 

Concentración 

(UFC/mL) 

0.05 0.05 9.95 1.5*108 

1 0.1 9.9 3.0*108 

2 0.2 9.8 6.0*108 

3 0.3 9.7 9.0*108 

4 0.4 9.6 12*108 

5 0.5 9.5 15*108 

6 0.6 9.4 18*108 

7 0.7 9.3 21*108 

8 0.8 9.2 24*108 

9 0.9 9.1 27*108 

10 1.0 9.0 30*108 
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2.3.2.1.5. Determinación de la Cinética de crecimiento de Lactobacillus casei ATTC 

393. 

Para la realización de la curva de crecimiento de Lactobacillus casei ATTC 

393. Se inició realizando un precultivo, que consistió en inocular en un frasco 

Erlenmeyer conteniendo 50 mL de agua peptonada tamponada y de 

Lactobacillus casei aislada del medio de cultivo MRS. El frasco Erlenmeyer 

fue incubado a 37°C durante toda la noche en la incubadora de convección 

natural INCUCELL. 

A partir de ese punto se iniciaron las mediciones del crecimiento bacteriano 

mediante la lectura de absorbancia en 0, 1, 3, 6, 9, 24 horas y después cada 

24 horas durante 5 días utilizando un espectrofotómetro Thermo Scientific 

2.3.2.2.Configuración experimental de fermentación acido láctica en materia fecal 

simulado  

Primero se realizó un precultivo de Lactobacillus casei durante 96 horas a 

temperatura ambiente para que las bacterias crecieran exponencialmente, después 

se midió en el espectrofotómetro Thermo Scientific y se utilizó la ecuación 1 para 

obtener la concentración de McFarland 2.0 (6.0*108 UFC/mL) Para el sustrato se 

utilizó 15% de melaza que es un líquido de color oscuro denso y viscoso, obtenido 

del producto final de fabricación de diferentes azúcares como la sacarosa, glucosa 

o fructuosa provenientes de la caña de azúcar. Ésta contiene sales minerales y 

amino compuestos, se usó como fuente suplementaria para amplificar la 

producción del ácido láctico (26,58).  
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La experimentación se realizó por triplicado utilizando 65 g de material fecal 

simulado, el inóculo utilizado de Escherichia coli fue medido en el 

espectrofotómetro Thermo Scientific y se utilizó la Ecuación 1 para obtener una 

concentración final aproximada de 1.5*107-1.5*108 UFC/ mL en las heces fecales 

simuladas para un peso final de 100 g.  

Para la experimentación se utilizaron 4 grupos de estudios que contenían 0%, 5%, 

10% y 20% p / p de precultivo de Lactobacillus casei y 15% p / p de melaza a los 

tambores de tratamiento (1,2). Cada muestra se fermentó en un recipiente 

herméticamente cerrado y se mantuvo a temperatura ambiente, según como se 

detalla en la Tabla 14. Se tomó 1 g de muestra de cada tratamiento y se analizaron 

para determinar el pH, la concentración de ácido láctico y el recuento 

de Escherichia coli y Lactobacillus casei. 

Tabla 14. Componentes para la fermentación ácido-láctica 

Componente (%p/p) Grupo 

 Control 1 2 3 

Lactobacillus casei (g) 0 5 10 20 

Melaza (g) 15 15 15 15 

Material fecal con 

Escherichia coli 65 65 65 65 

H2O destilada estéril 20 15 10 0 

Peso final (g) 100 100 100 100 
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 Grupo control: La materia fecal simulada únicamente será inoculada con 

Escherichia coli a una densidad poblacional aproximada 1.5*107 - 1.5*108 

UFC/mL.  

 Grupo 1:  Material fecal simulado inoculado con Escherichia coli a una 

concentración de aproximada 1.5*107 - 1.5*108 UFC/mL y 5.0 % p/p del 

precultivo Lactobacillus casei a una concentración de McFarland 2.0. 

 Grupo 2: Material fecal simulado inoculado con Escherichia coli a una 

concentración de aproximada 1.5*107 - 1.5*108 UFC/mL y 10% p/p del 

precultivo Lactobacillus casei a una concentración de McFarland 2.0.  

 Grupo 3: Material fecal simulado inoculado con Escherichia coli a una 

concentración de aproximada 1.5*107 - 1.5*108 UFC/ mL y 20% p/p del 

precultivo Lactobacillus casei a una concentración de McFarland 2.0. 

2.3.2.3.Determinación de ácido láctico en el proceso de la fermentación 

2.3.2.3.1. Estandarización de una disolución de NaOH 0.1 N 

Se preparó una solución de NaOH 0.1N para la cual se pesó 4 g de NaOH y 

se disolvió con agua destilada en un matraz aforado de 1000 mL.  Para 

estandarizar la solución de NaOH 0.1 N, se trabajó con ftalato ácido de 

potasio. Éste fue secado en la estufa BIOBASE a 110°C durante 2 horas y 

enfriado en desecador previamente.  

Después, se disolvió 0.05 g en 50 ml de agua destilada y posteriormente se 

añadió 2 gotas de fenolftaleína al 1%.  Lentamente y con agitación, se dejó 

caer el NaOH desde la bureta hasta adquirir una coloración persistente de rosa 

grosella.  
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Finalmente, el volumen gastado fue registrado para calcular el factor F de la 

disolución, aplicando la Ecuación 2. Este procedimiento se realizó por 

duplicado. 

𝐹 =
𝑁𝑒𝑥𝑎𝑐𝑡.

𝑁𝑎𝑝𝑟𝑜𝑥
=

𝑎∗1000

𝐸𝑞∗𝑉∗0.1
                             Ecuación 1 

Donde:  

 a= g pesados de ftalato ácido de potasio  

 Eq= peso equivalente de ftalato ácido de potasio (204.22) 

 V= volumen (mL) de NaOH 0.1N gastados en la valoración 

Seguido de ello, calculamos la normalidad exacta de la disolución utilizando 

la Ecuación 3. 

Nexacta = 0.1 ∗ F                                  Ecuación 2 

2.3.2.3.2. Determinación de pH 

El valor de pH durante la fermentación del ácido láctico se determinó 

recolectando 1 g de muestra de cada grupo de estudio y disolviéndolas en 100 

mL de agua destilada. Las porciones disueltas se agitaron durante 10 min a 

250 rpm en el Shaker DLAB. Después de la sedimentación, la porción líquida 

se midió a través en el potenciómetro OHAUS, Starter 3100M con 

el electrodo de pH estándar. 

2.3.2.3.3. Determinación de ácido láctico 

Para determinar el ácido láctico se pesó 1 g de muestra del material fecal 

simulado y se agrega agua destilada hasta el volumen de 100 mL, después se 

homogeniza durante 10 min en el Shaker DLAB a 250 rpm. Después se 

agrega fenolftaleína al 1% (2 gotas) seguidamente, se titula con NaOH al 0.1N 

https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/ph-electrode
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hasta obtener un cambio de coloración a rosa grosella que se mantendrá por 

30 segundos. Se reportará la acidez expresada en % de ácido 

láctico (1 mL NaOH 0.1 N= 0.09 g de ácido láctico) utilizando la Ecuación 

4. Para este procedimiento se ensambló un sistema como se muestra en la 

Figura 7.  

% 𝑎𝑐𝑖𝑑𝑒𝑧 𝑡𝑖𝑡𝑢𝑙𝑎𝑏𝑙𝑒 =
𝐺∗𝑁∗𝐹

𝑚
∗ 100                 Ecuación 3 

Donde:  

 G: gasto de NaOH en la titulación (mL) 

 N: normalidad de NaOH  

 m: muestra diluida (g) 

 F: factor de conversión del ácido láctico igual al 0.09 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Sistema usado para la determinación de ácido láctico 
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2.3.3. EVALUACIÓN DEL COMPORTAMIENTO DE Escherichia coli 

DURANTE EL PROCESO DE FERMENTACIÓN DE LA MATERIA 

FECAL SIMULADA A DISTINTAS CONCENTRACIONES DE 

Lactobacillus casei  

2.3.3.1.Evaluación del crecimiento de Escherichia coli.  

Se realizó el recuento de Escherichia coli usando MC-Media Pad EC. Se pesó 1 

g de muestra en frascos de tapa rosca estériles, después se mezcla con 100 mL 

agua destilada y se agitó por 10 minutos a 250 rpm en el Shaker DLAB. Se realiza 

la siembra utilizando 1000 µL de muestra realizando las diluciones necesarias, se 

inoculó en la almohadilla del MC-Media Pad EC de manera homogénea, se llevó 

a la incubadora de convección natural 55 L INCUCELL, ECO line a 37°C por 24 

horas. Al terminar el tiempo de incubación, se realizó la lectura. La presencia de 

Escherichia coli fue de colonias de color morado debido a la β-glucuronidasa 

específica. Los resultados fueron expresados en UFC/g. El crecimiento de 

colonias debe ser <300 UFC/Pad, de ser mayor se recomienda hacer diluciones.  

2.3.3.2.Evaluación del crecimiento de Lactobacillus casei   

Se pesó 1 g de muestra, la cual se mezcló con agua tamponada peptonada hasta el 

volumen de 100 mL, se agitó por 10 min en shaker DLAB a 250 rpm. La siembra 

se realizó usando la técnica de extensión en placa, para ello se tomó 10 µL de las 

muestras diluidas y se sembraron por el método de superficie en la placa de agar 

MRS, seguidamente se extendió, utilizando el asa de Digrasky.  

Después, las placas fueron llevadas a la incubadora de convección natural 55 L 

INCUCELL a 37°C por 48 horas. Terminado el tiempo de incubación, se realizó 

la lectura utilizando un contador de colonias Tecnal. Los resultados serán 

expresados en UFC/g. 
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2.3.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

Los resultados obtenidos de pH y porcentaje de ácido láctico después de la 

fermentación fueron analizados mediante el uso de ANOVA de una vía con un 

intervalo de confianza del 95 %.  Así mismo, se aplicó la prueba de significancia 

honesta de Tukey para comparar medias entre los tratamientos utilizando el 

software Minitab. 
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1. FORMULACIÓN Y ELABORACIÓN DE MATERIA FECAL SIMULADA 

Después de revisar distintos trabajos de investigación donde los autores muestran 

diferentes composiciones para la elaboración de materia fecal simulada, se realizó un 

resumen de ellas, como se muestra en la Tabla 15. Todas las recetas contenían 

proteínas, carbohidratos, lípidos y carga bacteriana en su composición.  

De acuerdo con las recetas propuestas por Penn et. al, Miller et. al y Colon et., se 

elaboró una receta adaptada a las condiciones del presente estudio (ver Tabla 16) 

(59). Para la elaboración se utilizó celulosa microcristalina como fuente de fibra y 

carbohidratos; la cáscara de Psyllium, que da la fibra dietética, carbohidratos y la 

retención de agua; el contenido lipídico es representado por el ácido oleico; los 

minerales están representados por NaCl y KCl. 

 En la elaboración de las heces simuladas, se utilizó harina de soya como fuente de 

proteína que contiene 35.9% proteína, 23.7% grasas y 4.86% fibra, reemplazando la 

pasta miso (proteína) que es una pasta tradicional japonesa de soja fermentada, 

elaborada a partir de soja, distintos granos como el arroz o cebada y finalmente utiliza 

un hongo llamado Koji (60). En la composición se utilizó 70% de agua. 

En la literatura revisada, existen distintas composiciones de material simulado, cada 

uno con distintos propósitos de uso, así como en el área de la medicina (24), 

investigaciones involucradas con la forma de manejo y mantenimiento del sistema 

de alcantarillado (22,61) o como para el tratamiento saneamiento in situ (12,25,62).  
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Posteriormente, realizando pruebas preliminares, se observó que existía un 

crecimiento bacteriano adicional que podía influenciar en el desarrollo del proyecto, 

es por esta razón, que se reemplazó algunos productos que influían directamente en 

el crecimiento bacteriano. 

Una vez elaborada la materia fecal simulada, se observa que presenta una 

consistencia según la escala de Brisol tipo 3, la cual describe que las heces deben de 

tener una consistencia tipo morcilla con grietas, consistencia considerada como 

normal (ver Figura 8)(23,63). Además, se utilizó Escherichia coli en la composición 

como microorganismo indicador, se realizó un cultivo inicial en el MC- PAD E. coli 

para comprobar la presencia de Escherichia coli en las heces fecales simuladas, 

obteniendo el crecimiento de colonias de color celeste que indican el crecimiento de 

estas como se muestra en la Figura 9. El crecimiento fue de 2.5*107 UFC/g de E. coli. 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Heces fecales simuladas 
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Tabla 15. Composición de heces simuladas presentadas por distintos autores 

Autores 

Penn et 

al. (22) 

Colon et al. 

y Miller et 

al.  (12,48) 

Wignarah et 

al.  (25) 

Kaba et 

al.  (47) 

Celulosa 10 10 15 33 

Polietilenglicol   20  

Cáscara de Psyllium 17.5 17.5 5  

Torpulina    25 

Escherichia coli   30 7 

Levadura 0 30   

Extracto de levadura 30 0   

Caseína    10 

Ácido Oleico 20 20  20 

Pasta miso 17.5 17.5 5  

Inorgánicos   5  

KCl 2 2  2 

NaCl 2 2  2 

CaCl2 1 1  1 

Aceite de maní   20  

Material vegetal seco (mg)  50  

F 

F 
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f 

Tabla 16.  Composición de materia fecal simulada para 100 g 

Componente Contenido (g) 

Inóculo de Escherichia coli 30 

Celulosa microcristalina 10 

Cáscara de Psyllium 17.5 

Harina de soya 17.5 

Ácido oleico 20 

NaCl 2.5 

KCl 2.5 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Concentración de Escherichia coli en las heces simuladas en Medio 

MC- Pad EC 
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3.2. EVALUACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE ÁCIDO LÁCTICO EN 

MATERIA FECAL SIMULADA UTILIZANDO DISTINTAS 

CONCENTRACIONES DE Lactobacillus casei ATTC 393. 

3.2.1. Manipulación y preparación de cepas bacterianas:  Escherichia coli ATTC 

25922 Y Lactobacillus casei ATCC 393 

3.2.1.1.Activación de cepas bacterianas:  Escherichia coli ATTC 25922 Y 

Lactobacillus casei ATCC 393 

Se muestra en la Figura 10 (a) el crecimiento de Escherichia coli en agar Mac 

Conkey después de 24 horas de incubación a 37°C presentandose colonias de color 

rosado, en agar nutritivo como se observa en la Figura 10(b), el crecimiento de 

Escherichia coli de color blanquecino, se utilizó el agar nutritivo para poder 

replicar la bacteria en otras placas y evitar la contaminación en las placas 

originales de crecimiento de activación. El crecimiento de Lactobacillus casei se 

observa en la Figura 10(c) en agar MRS observándose un crecimiento elevado de 

estas colonias de color blanco. Luego de la activación de las cepas, se realizaron 

subcultivos para evitar la contaminación de las placas de cultivos principales y así 

poder manipular las bacterias en la experimentación. Después de realizar el cultivo 

de ambas bacterias se observa que el crecimiento entre ambas cepas es distinto, 

siendo Lactobacillus casei de crecimiento lento de 48 a 72 horas, mientras que 

Escherichia coli fue de 24 horas, observándose en los diversos medios que se 

utilizó en este proyecto como es el Medio nutritivo, Mac Conkey y MC media Pad 

EC.  
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Figura 10. a) Crecimiento en agar Mac Conkey de Escherichia coli 

(b)Crecimiento en agar Nutritivo de Escherichia coli (c) Crecimiento en agar 

Man Rogosa y Sharpe de Lactobacillus casei (MRS) 

3.2.1.2.Caracterización de las cepas 

A. Caracterización macroscópica  

A partir de las placas subcultivadas se describe las características 

macroscópicas del crecimiento de Escherichia coli en agar Mac Conkey 

en la Tabla 17, observando el crecimiento de colonias color de rosado 

de forma circular con un halo turbio debido a la utilización de la lactosa 

presente en el agar como se muestra en la Figura 11. 

Tabla 17. Descripción macroscópica del Escherichia coli 

 

 

 

 

 

Características Resultado 

Forma Circular 

Tamaño 1-2 mm 

Color Rosado 

Lustre Opaco 

Superficie Plana 
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Figura 11. Observación macroscópica de Escherichia coli en agar Mac 

Conkey 

Como se resume en la Tabla 18. Las colonias de Lactobacillus casei en agar Man 

Rogosa y Shape (MRS) son de forma circular, de color blanquesino, de tamaño 

de 1-2 mm como se observa en la Figura 12.  

Tabla 18. Descripción macroscópica del Lactobacillus casei 

Características Resultado 

Forma Circular 

Tamaño  1-2 mm 

Color Blanco 

Lustre  Brillante 

Superficie Elevada  

Elevación Convexa 
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Figura 12. Observación macroscópica de Lactobacillus casei en agar MRS 

B. Caracterización microscópica  

Posteriormente, después de realizar la tinción Gram en la Figura 13 se puede 

observar a la Escherichia coli en forma de bacilo, sin formar esporas de color 

rosado tratándose de una bacteria Gram negativa, caracterizada por presentar una 

pared celular con una capa delgada de peptidoglicano. A diferencia, en la Figura 

14 se presenta Lactobacillus casei teñidas de color violeta identificándose como 

una bacteria Gram positiva caracteriza por tener pared celular con una capa gruesa 

de peptidoglicano. Además, Lactobacillus casei resultó catalasa negativa.  

Finalmente, en la Tabla 19 se detalla las diferencias microscópicas entre ambas 

cepas.  
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Figura 13. Observación microscópica de Escherichia coli a 100X 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Observación microscópica de Lactobacillus casei a 100X 
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Tabla 19. Comparación de características microscópicas entre Escherichia coli y 

Lactobacillus casei 

 

 

 

 

 

 

3.2.1.3.Escala McFarland 

La Figura 15 muestra la curva de calibración que relaciona en el eje x la 

concentración expresada en unidades formadoras de colonias (UFC) con la 

absorbancia en el eje y.  

Se aplicó el modelo de regresión lineal, donde se obtuvo la Ecuación 4.  

y = 5E-10x + 0.0509                            Ecuación 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 15. Curva de McFarland  

El coeficiente de determinación (R2) fue de 0.9905, el cual es comparable con el   

rango de R2= 0.904-0.998, además este valor es muy cercano a la unidad, siendo 

1 el mayor valor de correlación para este tipo de gráficas.  

 Escherichia coli Lactobacillus casei 

Forma Bacilo Bacilo 

Tinción Gram Negativo Positivo 

Color Rosado Morado 
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3.2.1.4.Cinética de crecimiento de Lactobacillus casei 

Terminada la activación y caracterización de Lactobacillus casei, se realizó una 

cinética de crecimiento evaluando las temperaturas (ambiente, 37 y 42°C) 

mediante espectrofotometría durante 5 días. A partir de las absorbancias 

obtenidas, se utilizó la ecuación 5 para encontrar las UFC/mL y finalmente 

obtener la curva de crecimiento del Lactobacillus casei en escala logarítmica 

como se observa en la Figura 16 que muestra la fase de crecimiento exponencial 

desde las 0 horas hasta las 8 horas aproximadamente. Luego de este tiempo, el 

cultivo entra en un estado estacionario con crecimiento prolongado, donde se 

observa que el crecimiento de Lactobacillus casei a 37°C y 42°C tienen mucha 

semejanza en tiempo y número de crecimiento y existe una ligera diferencia con 

el crecimiento de Lactobacillus casei a temperatura ambiente que tiene mayor 

crecimiento de números de bacterias.  

La fermentación acido láctica depende de la fase del crecimiento en que se 

encuentre el Lactobacillus casei, es por esta razón que el inóculo a temperatura 

ambiente es la que se eligió en el presente estudio (64). 
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Figura 16. Curva del crecimiento bacteriano de Lactobacillus casei ATTC 393 a 

diferentes temperaturas 

3.2.2. Configuración experimental de fermentación acido láctica en materia fecal 

simulado 

De acuerdo con la curva de crecimiento de Lactobacillus casei obtenida 

anteriormente, se realizó la fermentación a temperatura ambiente durante 10 días. 

Después se configuró la experimentación según la Tabla 14, utilizando un 

precultivo de Lactobacillus casei a una concentración aproximada de 6.0 *108 

UFC/mL.  

3.2.3. Determinación del ácido láctico en la fermentación  

Para la determinación del ácido láctico se tenía que conocer la verdadera 

normalidad del NaOH 0.1N, para lo cual se estandarizó dicha solución por 

duplicado. En la Tabla 20 se observa los datos necesarios como los gramos 

utilizados de Ftalato ácido de potasio y el volumen gastado de NaOH, datos 

necesarios para poder aplicar la ecuación 2 y posteriormente la ecuación 3 y 

obtener la normalidad exacta.  
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Finalmente se realizó un promedio de los duplicados y se obtuvo la verdadera 

normalidad de NaOH que se usará en los ensayos de acidez láctica en la 

experimentación. Durante los 10 días de experimentación, se midió el pH y se 

determinó el ácido láctico por triplicado al grupo control y los 3 grupos de estudio.  

Tabla 20. Datos para estandarización de una disolución de NaOH 0.1N 

 

 

 

 

 

Se realizó un análisis de varianza con nivel de significancia de 0.05 del porcentaje 

de acidez láctico obtenido durante los 10 días de análisis de los 3 grupos de estudio 

mostrado en la Tabla 21, en la cual el valor p es menor 0.05, obteniendo una 

hipótesis alterna donde se observa que al menos un grupo de estudio es diferente. 

Además, se observó que las medias no eran iguales por lo que se confirma una 

hipótesis alterna. 

Asimismo, se realizó el análisis de Tukey mostrado en la Tabla 22, utilizado para 

comparar la producción de ácido láctico en los distintos grupos de estudio, donde 

se muestra que el promedio de producción de ácido láctico del grupo 2 (10 % de 

Lactobacillus casei) respecto al grupo 3 (20% de Lactobacillus casei) no existe 

diferencia significativa. 

Repetición 

Ftalato ácido de 

potasio (g) 

Volumen de 

NaOH gastado 

(mL) 

N real 

1 0.0505 2.55 0.09697 

2 0.0504 2.55 0.09678 

Promedio   0.096875 
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Demostrando que el uso mínimo de 10% de Lactobacillus casei sería efectiva para 

la inhibición de patógenos y para obtener la producción mayor de 3% de ácido 

láctico.  

Tabla 21. Análisis de varianza del porcentaje de acidez obtenido durante 10 días de 

estudio a distintas concentraciones de L. casei 

 

Tabla 22. Análisis por el método de Tukey 

Factor N Media Agrupación   

20.00% 11 2.422 A   

10.00% 11 2.281 A B  

5.00% 11 1.398  B  

 

La Figura 17 muestra el diagrama de caja y bigotes de los 3 grupos de estudio en 

las distintas concentraciones de Lactobacillus casei 5%, 10% y 20% 

respectivamente. El valor máximo de producción del ácido láctico para el grupo 

de estudio 1 fue de 1.74, para el grupo 2, de 3.28 y para el grupo 3 fue 3. 35. Así 

mismo, el diagrama muestra que las cajas de los grupos 2 y 3 (10 y 20%) se 

encuentran a la misma altura por lo que se puede decir que la producción de ácido 

láctico es igual para ambos casos de estudio, además, ambos grupos de estudios 

tienen una mediana de producción de ácido láctico de 2.28 y 2.42, 

respectivamente.  

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 

Factor 2 6.779 3.3897 4.18 0.025 

ERROR 30 24.322 0.8107   

Total 32 31.101    
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Asimismo, se observa que el mayor porcentaje de datos se encuentran en el cuartil 

2 para los 3 grupos de estudio, donde el grupo 2 presenta más variabilidad de 

datos. 

 

Figura 17. Diagrama de caja de bigotes del efecto de la concentración de 

Lactobacillus casei en la producción de Ac. Láctico 

En este estudio, la melaza al 15% y Lactobacillus casei ATTC 393 en 

concentración de McFarland 2.0 fueron capaces de fermentar la materia fecal 

simulada formando de ácido láctico y capaz de reducir el pH. 

En la Figura 18 se observa los valores del pH de la fermentación y su 

comportamiento diario durante los 10 días de duración del tratamiento, además se 

observa el pH del tratamiento inició en el día 0 con un valor promedio de 6.85 en 

el control y en los 3 distintos grupos.  
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El grupo control en el día 10 obtiene un valor de 6.91 siendo este valor cercano al 

primer día. El grupo 2 es un grupo intermedio que termina la fermentación con un 

valor de 5.25, mientras que el grupo 3 y 4 se estabilizan con valores inferiores al 

4.1 a partir del día 5, donde se puede observar una caída de pH. 

Investigaciones anteriores utilizaron diferentes concentraciones de Lactobacillus 

casei para la producción de ácido láctico reportando que la producción se realiza 

en un periodo de 10 a 30 días (26,28). Las bacterias ácidas lácticas como es el 

caso de Lactobacillus casei necesitan nutrientes como aminoácidos, nitrógeno 

para crecer (65) que están presentes en la materia fecal real y en la que se simuló 

en este estudio, además la adición de un sustrato acelera la fermentación ácido 

láctico como en este estudio se utilizó la melaza, que contiene azúcares 

fermentables (26). 

 La influencia del sustrato utilizado, en este caso melaza, mostrado en otras 

investigaciones como Masis et. al (26) quien ya había realizado la importancia de 

la presencia de un sustrato y de bacterias ácido lácticas, en su estudio utiliza 20% 

p%p de melaza para llegar a un pH menor de 4.0. Odey obtuvo pH finales de 5.4 

y 3.9 en una fermentación de tres semanas utilizando harina de yuca fermentada 

y harina de arroz fermentada.(18,31). Así mismo, el uso de la melaza de caña de 

azúcar como Yemaneh et al.(17), quien utiliza 5 y 10%, quien demostró la 

disminución de la concentración de E. Coli a limites no detectables después de 21 

días de fermentación  
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Figura 18. pH durante 10 días de fermentación 

3.3. EVALUACIÓN DEL COMPORTAMIENTO DE Escherichia coli 

DURANTE EL PROCESO DE FERMENTACIÓN DE LA MATERIA 

FECAL SIMULADA A DISTINTAS CONCENTRACIONES DE 

Lactobacillus casei  

Escherichia coli fue utilizada como marcador de patógeno para la reducción y 

desinfección de las heces fecales simuladas. La evaluación del crecimiento de 

Escherichia coli se realizó cada 3 días en este estudio, el valor promedio inicial 

del Escherichia coli fue de 2.55*107 UFC/g.  Los resultados en la Tabla 23 

muestran que el grupo control constituido por material fecal simulado y melaza 

mantuvo un crecimiento contante que empezó con una concentración de 2.1*107 

UFC/g de E. coli y después de los 10 días de estudio el crecimiento fue de 8*107 

UFC/g de E. coli.  
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Los grupos 2, 3 y 4, lo cuales, tuvieron adición de diferentes concentraciones de 

Lactobacillus Casei ATTC 393 en 5,10 y 20 % respectivamente, presentaron 

inhibición del crecimiento de E. coli como la reducción de este. En el grupo 2 

presento una reducción llegando a un valor de 1.6*106 UFC/g. En el grupo 3 y 4 

la reducción de E. coli fue drásticamente a partir del día 6 llegando a límites No 

Detectados. Existen investigaciones previas destinados a reducir la presencia de 

patógenos en muestras como heces fecales reales y simuladas, lodos fecales y 

efluentes.  

Algunos utilizan la fermentación acido láctica, otros utilizan la cal (26), o como 

describe Mamera et. al (66), quien utiliza biocarbón como tratamiento para la 

gestión de lodos fecales presentando una eliminación de 89 y 98% de bacterias. 

Asimismo, Andreev et al. (8) realiza una fermentación durante 10 días logrando 

la reducción de patógenos combinando con compostaje y usando biocarbón. La 

fermentación ácido láctica usada en este estudio es para tratamiento y con un 

enfoque de saneamiento para baños portátiles, por lo que diversos estudios 

contribuyen en la reducción de patógenos como lo muestra Scheinemann et al.(28) 

y Yemaneh et. al (17), de igual forma Odey et al(18) reduce debajo del límite de 

detección (menor de 103 UFC/100 mL) después de 15 a 17 días e inclusive 21 días  

En la Tabla 23 se observa cuantitativamente el crecimiento del Escherichia coli 

durante el estudio, mientras que, en la Figura 19 se puede observar 

cualitativamente el crecimiento de las mismas muestras con diluciones e 

inoculadas en el MC- media Pad EC. 

Se aprecia el crecimiento de Escherichia coli como colonias de color morado, en 

el día cero el recuento de Escherichia coli es parecido en todos los grupos de 

estudio incluyendo el control. 
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Tabla 23. Comportamiento cuantitativo de Escherichia coli durante 10 días de 

fermentación en UFC/g 

 

 

 

 

ND: No detectado 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19.  Evaluación del comportamiento de Escherichia coli en MC- media 

Pad durante la fermentación ácida láctica. 

Día C G1 G2 G3 

0 2.1*107 2.8*107 2.5*107 2.8*107 

3 3.6*107 2.5*107 1.54*107 8.93*106 

6 3.8*107 1.04*107 ND ND 

9 8.0*107 1.6*106 ND ND 
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Posteriormente como se observa en la Figura 20 el crecimiento de Escherichia coli 

en el grupo control aumenta mientras que en los grupos de estudio que contenía 

Lactobacillus casei disminuía, en el día 3 se puede observar el crecimiento de 

colonias de color celeste en los grupos de estudio 2 y 3  que se puede atribuir a 

una contaminación o al cambio de pH que están presentando las bacterias que 

posteriormente a partir del día 6 en los grupos 2 y 3 hubo una reducción de 

Escherichia coli al 100%,  no observándose crecimiento en los PAD inoculados. 

En el estudio también fue evaluado el comportamiento de Lactobacillus casei. La 

bacteria de Escherichia coli en la materia fecal simulada, en presencia de 10 y 

20% L. casei después de 10 días de fermentación llego a su reducción mientras 

que el comportamiento del Lactobacillus durante el mismo tiempo no tiene un 

comportamiento preciso ni constante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20.  Evaluación del comportamiento de Escherichia coli expresado en 

(UFC/g) durante la fermentación. 
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En la Tabla 24 se puede observar cuantitativamente la concentración de L. casei 

cultivado en agar MRS durante el proceso de fermentación y evaluado cada 3 días.  

Se utilizó un grupo control, el cual no tuvo adición de inóculo de L. casei, mientras 

que el grupo 1, 2 y 3 tuvieron 5, 10 y 20 % de inóculo de L. casei.  

Tabla 24. Evaluación del comportamiento de Lactobacillus casei durante 10 días 

de fermentación expresados en UFC/g  

Día C G1 G2 G3 

0 ND 3.1*109 5.1*109 1.2*1010 

3 ND 1.0*109 4.6*109 9.8*109 

6 ND 3.8*109 9.5*109 1.48*1010 

9 ND 1.3*109 2.7*109 5.9*109 

 

Figura 21. Evaluación del comportamiento de Lactobacillus casei 

expresado en UFC/g durante 10 días de fermentación. 
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Los resultados plasmados en la Figura 21 muestran que el crecimiento no 

es constante, pero se puede observar que en el día 6, tiene mayor 

crecimiento en los 3 grupos de estudio a diferencia del día 9 que presenta 

una clara disminución en el crecimiento. Este resultado lo relaciona a la 

producción máxima de ácido láctico, reducción de crecimiento de E. coli y 

disminución de pH, todos dados el día 6 de evaluación.  
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

4.1.CONCLUSIONES 

PRIMERO, se formuló la composición para la elaboración de materia fecal 

simulada de acuerdo con formulaciones revisadas y adaptada a condiciones de 

laboratorio. La composición final contiene inóculo de Escherichia coli, celulosa 

microcristalina, cáscara de Psyllium, harina de soya, ácido oleico, NaCl y KCl. 

SEGUNDO, se evaluó la producción de ácido láctico utilizando 0, 5, 10 y 20% de 

Lactobacillus casei ATTC 393 a una concentración aproximada de McFarland 2.0 

durante 10 días en materia fecal simulada, obteniendo porcentajes mayores a 3.0 

% de ácido láctico y valores de pH menores a 4.5 utilizando 10% y 20% de 

Lactobacillus casei. Por tanto, la hipótesis fue validada y utilizando mínimo el 10% 

de Lactobacillus casei obtendremos producción de ácido láctico.  

TERCERO, se evaluó el comportamiento del Escherichia coli ATTC 25922 

frente a las distintas concentraciones usadas de Lactobacillus casei ATTC 393 

durante el proceso de fermentación de materia fecal simulada, observándose que 

hubo una inhibición de crecimiento en Escherichia coli a 0 UFC/g en los grupos 

de estudio 2 y 3 (10 y 20% de Lactobacillus casei). 
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4.2. RECOMENDACIONES 

 Se recomienda evaluar la fermentación acido láctica en materia fecal 

contaminada con indicadores como Salmonella spp. coliformes fecales, 

Estreptococos, para poder ser aplicada en sistemas industriales de 

saneamiento. 

 Se recomienda la evaluación de la fermentación ácido láctica de 

Lactobacillus casei en unidades de saneamiento portátiles como alternativa 

en los procesos de desinfección. 
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